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Pediocin là một bacteriocin có kích thước 4.6 kDa, thể hiện 

hoạt tính kháng khuẩn mạnh trên Listeria monocytogenes và nhiều 

chủng Gram dương khác. Nhằm thu nhận pediocin với hiệu quả và 

độ tinh sạch cao cho mục tiêu ứng dụng trong bảo quản thực phẩm, 

trong nghiên cứu này chúng tôi tiến hành biểu hiện pediocin tái tổ 

hợp từ nấm men Pichia pastoris X33::ped; tinh chế và thử ứng dụng 

pediocin để bảo quản tôm. Kết quả thực nghiệm cho thấy 1%  là nồng 

độ methanol cảm ứng chủng P. pastoris X33::ped biểu hiện pediocin 

tốt nhất. Pediocin tái tổ hợp đã được biểu hiện thành công từ P. 

pastoris X33::ped sau 72 giờ nuôi cấy trên môi trường BSM với đơn 

vị hoạt tính của dịch nuôi cấy là 6,400 AU/mL. Quy trình tinh chế 

pediocin trên cột SP-FF được thiết lập thành công với tốc độ nạp 

mẫu 155.9 cm/h. Pediocin thu nhận được có độ tinh sạch là 91.7%, 

lượng pediocin thu nhận được từ 1L dịch nuôi cấy đạt 11.0mg. 

Pediocin tái tổ hợp thu được có khả năng bảo quản tôm ở 4°C trong 

07 ngày. Các kết quả của nghiên cứu này là nền tảng khoa học khẳng 

định tiềm năng sản xuất pediocin tái tổ hợp từ nấm men P. pastoris 

X33::ped và ứng dụng trong bảo quản thực phẩm. 

ABSTRACT 

Pediocin (Ped) is a 4.6kDa bacteriocin effective against 

Listeria monocytogenes and several Gram-positive bacteria. To 

produce purified Ped with high yield and apply it to food 

preservation, this study expresses and purifies recombinant Ped 

(rPed) from Pichia pastoris X33::ped, and preliminary applies it in 

shrimp preservation. The results showed that methanol 1% is optimal 

for inducing the expression of rPed from P. pastoris X33::ped, 

achieving 6,400 AU/ml of rPed after 72 hours of yeast culture on a 

BSM medium. The rPed purification process was successfully 

established with a sample loading rate of 155.9 cm/h. This process 

yielded rPed with 91.7% purity and 11.0 mg per liter of culture. This 

rPed could preserve shrimp at 4°C for 07 days. Therefore, these 

results demonstrate the potential of producing rPed from Pichia 

pastoris X33::ped and applying it in food preservation. 
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1. Giới thiệu 

Pediocin là một bacteriocin thuộc phân lớp IIa, kích thước nhỏ và bền nhiệt, được phân lập 

lần đầu tiên từ vi khuẩn Gram dương Pediococcus acidilactici H. Như các peptide kháng khuẩn 

lớp IIa khác, pediocin bền với nhiệt và pH. Hoạt tính kháng khuẩn của pediocin không bị ảnh 

hưởng khi xử lí với nhiệt độ 80°C trong 60 phút và 100°C trong 10 phút (Henderson, Chopko, & 

van Wassenaar, 1992). Đặc trưng lớn nhất pediocin PA-1 là phổ kháng khuẩn rộng đối với vi 

khuẩn Gram dương, trong đó có Listeria monocytogenes- một vi khuẩn gây bệnh và khó kiểm soát 

trong thực phẩm. Phụ nữ mang thai, trẻ em, người già hoặc những cá nhân có hệ miễn dịch yếu là 

những đối tượng dễ nhiễm Listeria,  trường hợp nghiêm trọng, có thể dẫn đến nhiễm trùng máu, 

viêm màng não và thậm chí tử vong.  Bên cạnh Listeria, pediocin cũng có phổ kháng rộng trên 

nhiều chủng vi sinh vật khác, chủ yếu là Gram dương như Pediococci, Lactobacilli, Leuconostoc, 

Brochothrix, Propionibacteria, Bacilli, Enterococci, Staphylococci, Listeria clostridia, Listeria 

innocua (López-Cuellar, Rodríguez-Hernández, & Chavarría-Hernández, 2016; Pucci, 

Vedamuthu, Kunka, & Vandenbergh, 1988). 

Khả năng kháng nhiều vi khuẩn Gram dương, đặc biệt là kháng mạnh L. monocytogenes 

cho thấy tiềm năng ứng dụng của pediocin PA-1 trong bảo quản thực phẩm. Pediocin đã được sản 

xuất thương mại dưới tên gọi là “ALTA 2341” và được sử dụng ở Hoa Kỳ và các nước châu Âu 

như một chất bảo quản đặc biệt trong các sản phẩm thịt để ức chế sự phát triển của L. 

monocytogenes (López-Cuellar & ctg., 2016; Niamah, 2018). Pediocin được bổ sung trong quá 

trình chế biến có thể làm giảm khả năng nhiễm vi khuẩn gây bệnh ở sản phẩm cuối. Pediocin sản 

xuất từ Pediococcus pentosaceus được bổ sung vào lớp màng bao và dùng như phương pháp thay 

thế các phương pháp truyền thống để bảo quản trái cây (Narsaiah & ctg., 2015). Tương tự, nghiên 

cứu của Yousef và cộng sự năm 1991 cho thấy cả vi khuẩn Pediococus acidilactici PA1.0 và 

pediocin sau khi được thu nhận và tinh sạch đều có khả năng làm giảm đáng kể mật độ của 03 

chủng Listeria ở xúc xích (Yousef, Luchansky, Degnan, & Doyle, 1991). Kết quả nghiên cứu 

tương tự cũng cho thấy pediocin ở nồng độ 1,350 AU/mL làm giảm mật độ L. monocytogenes 

ScottA, L. monocytogenes Ohio2 và L. ivanovii ATCC 19119 (Schlyter, Glass, Loeffelholz, 

Degnan, & Luchansky, 1993). Bên cạnh bảo quản thịt và các sản phẩm làm từ thịt, pediocin còn 

được sử dụng trong bảo quản sữa và các sản phẩm liên quan.  

Ngoài khả năng ứng dụng trong bảo quản thực phẩm, pediocin còn được đánh giá có tiềm 

năng lớn trong việc tiêu diệt tế bào ung thư. Nghiên cứu trên dòng tế bào ung thư phổi A-549 và 

các dòng tế bào ung thư biểu mô đại tràng cho thấy tế bào ung thư chết khi tiếp xúc với pediocin 

ở nồng độ thấp. Pediocin K2a2-3 (Chakrabarty & Fialho, 2019), được phân lập từ Pediococcus 

acidilactici K2a2-3 cho thấy khả năng gây độc đối với tế bào ung thư biểu mô đại tràng HT29 và 

tế bào ung thư cổ tử cung HeLa (Villarante & ctg., 2011).  

Mong muốn tạo ra pediocin có hoạt tính kháng khuẩn mạnh, độ tinh sạch cao, giá cả cạnh 

tranh đã thúc đẩy các nghiên cứu sản xuất pediocin trên các hệ thống tế bào chủ khác nhau. Năm 

2005, Moon, Pyun, và Kim lần đầu tiên phân lập P.acidilactici K10 từ kim chi, sau đó đã biểu hiện 

thành công pediocin PA-1 tái tổ hợp có gắn đuôi His-tag ở hệ thống E.coli (Moon & ctg., 2005). 

Schoeman và cộng sự đã nghiên cứu tính khả thi của việc kiểm soát vi khuẩn gây hư hỏng, trong 

quá trình lên men dựa vào nấm men, bằng cách biểu hiện pediocin PA-1 trên hệ thống 

Saccharomyces cerevisiae (Schoeman, Vivier, du Toit, Dicks, & Pretorius, 1999). Kết quả nghiên 

cứu cho thấy, pediocin được thu nhận đúng với kích thước tự nhiên, có khả năng kháng lại chủng 

L. monocytogenes B73, tuy nhiên nồng độ biểu hiện khá thấp. Năm 2005, Beaulieu và cộng sự đã 
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biểu hiện và tinh sạch pediocin PA-1 ở hệ thống nấm men P. pastoris. Tuy nhiên, pediocin PA-1 

tái tổ hợp thu được không có hoạt tính sinh học, pediocin thu nhận có kích thước không đúng với 

kích thước tự nhiên (Beaulieu & ctg., 2005). Trong nghiên cứu trước đây, nhóm nghiên cứu chúng 

tôi đã phát triển thành công dòng nấm men P. pastoris tái tổ hợp (P. pastoris X33::ped) có khả 

năng biểu hiện pediocin có hoạt tính kháng L. monocytogenes. Phát triển thành công dòng nấm 

men P. pastoris X33::ped biểu hiện pediocin có hoạt tính là kết nghiên cứu đầu tiên được ghi nhận 

trên thế giới và kết quả này đã được chúng tôi đăng ký bảo hộ sáng chế tại Hoa Kỳ (Dang, Nguyen, 

Nguyen, Tran, & Nguyen, 2021). Do vậy, để kiểm tra tiềm năng ứng dụng pediocin tái tổ hợp từ 

P. pastoris, trong nghiên cứu này, chúng tôi hướng đến việc thu nhận, tinh chế và thử ứng dụng 

pediocin tái tổ hợp có hoạt tính từ nấm men P. pastoris X33::ped.  

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Môi trường và chủng vi sinh vật 

Môi trường Basalt Salt Medium (BSM) có bổ sung 1% glycerol hoặc 1% methanol [14] 

được sử dụng trong biểu hiện pediocin từ nấm men. Môi trường Tryptone Soya Broth (TSB) và 

Tryptone Soya Agar (TSA) dùng trong nuôi cấy L. monocytogenes. Chủng nấm men P. pastoris 

X33 có khả năng biểu hiện pediocin (P. pastoris X33::ped) được cung cấp bởi phòng thí nghiệm 

Công nghệ sinh học Phân Tử, trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Thành phố 

Hồ Chí Minh dùng để biểu hiện pediocin tái tổ hợp. Theo đó, gene mã hoá cho peptide pediocin 

dưới sự điều hoà của promoter AOX1 được sát nhập vào bộ gene của tế bào nấm men P. pastoris 

X33. Chủng chỉ thị L. monocytogenes ATCC 13932 được dùng để thử hoạt tính kháng khuẩn. 

2.2. Khảo sát nồng độ methanol cảm ứng biểu hiện pediocin từ P. pastoris X33::ped 

Ở nấm men P. pastoris, khi gene mã hoá cho protein tái tổ hợp được biểu hiện dưới sự điều 

khiển của promoter AOX1, methanol là một trong những yếu tố quan trọng quyết định sự biểu 

hiện của protein này. Trong nghiên cứu này, nấm men P. pastoris được biểu hiện trong các môi 

trường cảm ứng bởi methanol với các nồng độ cuối 0.5%; 1%; 1.5%; 2% để xác định nồng độ 

methanol tối ưu nhất cho việc biểu hiện protein của nấm men.  

Khuẩn lạc nấm men P. pastoris được hoạt hóa trong ống nghiệm chứa 5ml môi trường 

Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) bổ sung zeocin (nồng độ cuối là 100 mg/ml), lắc ở 30°C, 

250rpm trong 16 - 18 giờ sau đó cấy chuyền qua ống nghiệm chứa 5mL môi trường BSM glycerol 

1% để tăng sinh khối. Sau khoảng 16 - 20 giờ, nấm men trong BSM glycerol được cấy chuyền qua 

bình chứa 100mL môi trường BSM methanol với nồng độ methanol xác định (tùy thí nghiệm) sao 

cho OD600nm khởi điểm xấp xỉ 1.0. Sau mỗi 24 giờ thu 1mL dịch nuôi cấy, đo OD600nm và xác định 

hoạt tính kháng khuẩn, đơn vị hoạt tính kháng khuẩn của dịch nuôi cấy; đồng thời bổ sung trực 

tiếp 1mL methanol ở nồng độ xác định (tuỳ thuộc thí nghiệm) vào môi trường nuôi cấy để đảm 

bảo nồng độ cuối của methanol trong môi trường là nồng độ methanol khảo sát. Thu toàn bộ mẫu 

ở 72 hoặc 96 giờ. Ảnh hưởng của nồng độ methanol đến sự biểu hiện pediocin của P. pastoris 

được đánh giá thông qua sự tăng trưởng của nấm men thể hiện ở đường cong tăng trưởng và hoạt 

tính của pediocin thể hiện qua khả năng kháng khuẩn trên chủng vi khuẩn chỉ thị. 

2.3. Đánh giá hoạt tính kháng khuẩn của pediocin tái tổ hợp 

Hoạt tính kháng khuẩn của pediocin tái tổ hợp được đánh giá bằng phương pháp khuếch 

tán đĩa thạch, tham khảo từ công bố trước đó (Schoeman & ctg., 1999), với một số thay đổi như 

sau: Hoạt hóa chủng vi khuẩn L. monocytogenes ATCC 13932 trong 5mL môi trường TSB, nuôi 

cấy lắc trong 16 giờ, cấy chuyền với tỷ lệ 1/10 (v/v) sang môi trường TSB trong 01 - 02 giờ, đo 
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mật độ quang ở bước sóng 600nm và pha loãng về khoảng OD600 = 0.1 - 0.2. Chuẩn bị các đĩa 

TSA 2% agar. Chuẩn bị môi trường TSA 1% agar dạng lỏng, để nguội đến khoảng nhiệt độ 40 - 

45℃ và thêm vi khuẩn với tỷ lệ TSA-1%: Vi khuẩn = 50:1, đổ một lớp 5mL lên các đĩa TSA 2%. 

Đợi đĩa đông lại và đục các lỗ thạch với đường kính 0.8cm.  

Đơn vị hoạt tính đối với L. monocytogenes của pediocin tái tổ hợp được xác định dựa trên bậc 

pha loãng lớn nhất mà tại đó hiệu số đường kính kháng khuẩn trừ đường kính lỗ thạch vẫn lớn hơn hoặc 

bằng 2mm (Moon & ctg., 2005).  Pediocin tái tổ hợp được pha loãng bậc 2 bằng dung dịch đệm B, bổ 

sung vào lỗ thạch. Ủ đĩa ở 37oC, qua đêm; đo đường kính vòng kháng khuẩn ở các bậc pha loãng; xác 

định bậc pha loãng lớn nhất còn cho hoạt tính kháng khuẩn với hiệu số đường kính kháng khuẩn ≥ 2mm. 

Đơn vị hoạt tính kháng khuẩn được xác định theo theo Moon và cộng sự (2005) bằng các công thức sau: 

𝐺𝐴 =
2𝑛×1000

𝑉
                                            (1) 

𝑆𝐴 =
𝐺𝐴

𝐶𝑝𝑒𝑑
                                              (2) 

Trong đó, GA là hoạt tính kháng khuẩn chung (AU/mL), SA là hoạt tính kháng khuẩn riêng 

(AU/mg), n là hệ số pha loãng, V là thể tích dịch thử hoạt tính (50μL), Cped là nồng độ pediocin 

(mg/mL). Mỗi kết quả thử hoạt tính được lặp lại 03 lần, xử lý thống kê và thể hiện kết quả dưới 

dạng mean ± SEM. 

2.4. Phương pháp tinh chế pediocin bằng sắc ký trao đổi cation 

Dịch môi trường sau khi thu nhận sẽ được pha loãng bậc 2 với đệm A (CH3COONa 25mM 

pH 4) và chỉnh về pH 4. Cột sắc ký trao đổi cation SP FF 1mL (GE Healthcare Life Sciences) được 

cân bằng với đệm A sau đó tiến hành nạp mẫu với tốc độ 1 mL/phút. Sau khi toàn bộ mẫu đã được 

nạp, tiến hành rửa cột với 100% đệm A nhằm loại bỏ các protein tạp bám trên cột, sau đó protein 

mục tiêu được dung giải ở 60% đệm B (CH3COONa 25mM pH 4, NaCl 1M). Các phân đoạn sau 

tinh chế được tiến hành điện di Tricine - SDS-PAGE, nhuộm bạc và thử hoạt tính bằng phương 

pháp khuếch tán lỗ thạch. 

 

Hình 1. Quy trình tinh chế và đánh giá pediocin tái tổ hợp 

2.5. Khảo sát ảnh hưởng tốc độ dòng chảy đến hiệu quả tinh chế pediocin bằng cột 

Hitrap SP-FF 1mL 

Dịch nuôi cấy nấm men được pha loãng với hệ đệm A để đạt độ dẫn diện trong khoảng 20 

- 35 mS/cm cho quá trình bám cột và nạp mẫu ở các tốc độ dòng thể tích lần lượt là 1 mL/phút, 2 

mL/phút, 3 mL/phút và 4 mL/phút tương ứng với các tốc độ dòng tuyến tính là 155.9 cm/h; 311.9 

cm/h; 467.7 cm/h và 623.9 cm/h. Tính lượng protein tổng đã nạp lên cột. Rửa và dung giải mẫu ở 

60% B với tốc độ 1 mL/phút (155.9 cm/h). Sản phẩm protein sau tinh chế được thử hoạt tính trên 
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chủng vi khuẩn chỉ thị để tính độ thu hồi, đo nồng độ bằng bộ kit phân tích protein BCA (Thermo 

Fisher Scientific) và điện di Tricine-SDS-PAGE, nhuộm bạc. Quy trình được lặp lại 03 lần. 

Để xác định tốc độ dòng chảy, công thức chuyển từ dòng chảy tuyến tính sang dòng chảy 

thể tích đã được tham khảo theo hướng dẫn nhà sản xuất cột sắc ký trao đổi cation SP FF 1mL 

(GE Healthcare Life Sciences) như sau: 

𝐹 =
𝑌

60
 ×  𝜋𝑟2                                            (3) 

Trong đó, F là tốc độ dòng thể tích (mL/phút), Y là tốc độ dòng chảy tuyến tính (cm/h), r 

là bán kính trong cột (cm). 

Dựa trên nồng độ và độ tinh sạch pediocin sau tinh chế, chúng tôi đã xác định hiệu quả thu 

nhận pediocin theo công thức sau: 

𝑀𝑝𝑒𝑑  = 𝑃 ×  𝑃𝑃𝑒𝑑 × 𝑉     (4) 

𝑇𝑝𝑒𝑑  = 𝑀𝑃𝑒𝑑 ×
1000

15
                                            (5) 

Trong đó, Mped là lượng pediocin thu nhận từ 15mL dịch nuôi cấy (mg), Tped là tổng lượng 

pediocin thu nhận từ 1L dịch nuôi cấy (mg), P là nồng độ protein tổng (μg/mL), Pped là độ tinh 

sạch pediocin (%), được phân tích thông qua gel tricine SDS-PAGE bằng phần mềm gel anazaler, 

V là thể tích dịch chứa pedicin thu được sau khi tinh chế (mL). 

2.6. Thử nghiệm ứng dụng pediocin trong bảo quản tôm 

Tôm được mua tại siêu thị COOP Food, được lựa chọn theo tiêu chuẩn tôm đông lạnh xuất 

khẩu loại 01 (TCVN 5835 - 1994 về tôm thịt đông lạnh IQF xuất khẩu (Viện Tiêu chuẩn chất lượng 

Việt Nam, 1994)). Thân tôm nguyên vẹn không ôm trứng, sạch ruột. Vỏ cứng tự nhiên (cho phép 

không quá 5% số tôm có vết vỡ trên vỏ, vết vỡ không quá 1/3 chu vi đốt). Màu tự nhiên của tôm 

tươi, sáng bóng, không có đốm đen. Mùi đặc trưng của tôm tươi, thịt đàn hồi, sau khi luộc thịt tôm 

săn, chắc, vị ngọt, mùi thơm, nước luộc trong. 

Chuẩn bị 500g tôm tươi, 71 - 90 con/kg, rửa sạch, kiểm tra tổng số vi sinh vật hiếu khí 

(ngày 0). Tiến hành nhúng 1/3 số tôm vào dung dịch chứa pediocin 6,400 AU/mL sao cho ngập 

toàn bộ trong 01 phút, ở nhiệt độ phòng (25oC). Vớt tôm ra, đặt 02 con tôm (22 - 24g) vào từng 

túi zip riêng biệt. Tiến hành song song với mẫu đối chứng 01 (không ngâm tôm trong dung dịch 

pediocin hay dung dịch đệm B) và mẫu đối chứng 02 (ngâm tôm với đệm B - CH3COONa 25mM 

pH 4, NaCl 1M). Bảo quản tôm ở 4°C trong 01 tuần, cứ sau mỗi 01 ngày lấy 10g tôm trong 01 túi 

zip để tiến hành kiểm tra tổng số vi sinh vật hiếu khí (phần tôm còn lại trong túi zip bỏ đi). 

Quy trình kiểm định tổng vi sinh vật hiếu khí được tiến hành như sau: lấy 10g mẫu tôm bỏ 

vào túi dập mẫu, thêm dung dịch pha loãng cho đủ 100mL; hút 1mL pha loãng bậc 10 đến 10-4. Sử 

dụng 1mL dịch huyền phù của độ pha loãng 10-3 và 10-4 nhỏ vào petrifilm (3MTM PETRIFILMTM 

6406), mỗi độ pha loãng 2 đĩa. Ghi chú và ủ đĩa ở 30°C trong 72 giờ. Tổng số vi sinh vật hiếu khí C 

(CFU/g) được xác định theo tiêu chuẩn TCVN 9977:2013 (Viện Tiêu chuẩn chất lượng Việt Nam, 

2013) và tính bằng công thức sau: 

                                                       𝐶 =
𝑁×100

(𝑛1×10−3+ 𝑛2×10−4)×10
                                                     (6) 

Trong đó, C là tổng số vi sinh vật hiếu khí (CFU/g), N là tổng số khuẩn lạc đếm ở các 

đĩa, ni là số đĩa thực nghiệm ở mỗi nồng độ đếm. 
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3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

3.1. Ảnh hưởng của nồng độ methanol trong nuôi cấy biểu hiện pediocin tái tổ hợp từ 

P. pastoris X33::ped 

Methanol đóng vai trò là nguồn carbon duy nhất, đồng thời là chất cảm ứng cho sự biểu 

hiện protein/peptide tái tổ hợp ở nấm men P. pastoris với hệ thống promoter AOX1, vì vậy nồng 

độ methanol được coi là một trong những yếu tố ảnh hưởng quan trọng đến hiệu quả sản xuất 

protein tái tổ hợp ở hệ thống này (Khatri & Hoffmann, 2006). Trước khi đánh giá tác động của 

nồng độ methanol lên mức độ biểu hiện protein mục tiêu, chủng nấm men tái tổ hợp phải được 

chứng minh có thể tăng trưởng bình thường trong các nồng độ methanol cần khảo sát. Trong nghiên 

cứu của chúng tôi, nấm men P. pastoris tái tổ hợp được nuôi cấy trong 96h ở các điều kiện môi 

trường có nồng độ methanol cảm ứng khác nhau. Kết quả khảo sát tăng trưởng của nấm men cho 

thấy ở các nồng độ methanol 0.5%; 1%; 1.5%; 2%, đường cong tăng trưởng của nấm men không 

có sự khác biệt có ý nghĩa. Cụ thể, trong khoảng thời gian từ 0 giờ đến 48 giờ, nấm men tăng 

trưởng mạnh, sau đó tăng trưởng chậm hơn ở các giai đoạn từ 48 giờ đến 96 giờ. Sự tăng trưởng 

khá đồng đều này cho thấy P. pastoris X33::ped tăng trưởng ổn định trong điều kiện các nồng độ 

methanol đã khảo sát (Hình 2A). 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của nồng độ methanol trong nuôi cấy biểu hiện pediocin tái tổ hợp  

(A) Đường cong tăng trưởng của nấm men P. pastoris trong môi trường BSM với các nồng độ 

methanol khác nhau (0.5; 1; 1.5; 2%) 

(B) Đơn vị hoạt tính kháng L. monocytogenes ATCC 13932 của pediocin theo thời gian nuôi cấy 

B 

A 
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Ngoài việc sử dụng methanol làm nguồn dinh dưỡng đáp ứng cho sự tăng trưởng, nấm men 

còn sử dụng methanol như một chất cảm ứng để biểu hiện peptide pediocin dưới sự điều hoà của 

promoter AOX1. Mức độ biểu hiện pediocin ở các nồng độ methanol khác nhau theo thời gian 

cũng được ghi nhận thông qua đơn vị hoạt tính kháng L. monocytogenes của dịch nuôi cấy (Hình 

2B). Kết quả ghi nhận được ở Hình 2B cho thấy đơn vị hoạt tính của pediocin trong môi trường 

nuôi cấy nấm men có các nồng độ methanol khác nhau đều có xu hướng tăng trong khoảng thời 

gian từ 0h đến 72 giờ, sau đó bắt đầu giảm. Đơn vị hoạt tính cao nhất đạt 5,333 AU/mL tại thời 

điểm 72 giờ ở nồng độ methanol khảo sát là 1%.  

Đánh giá sự tương quan giữa đường cong tăng trưởng của nấm men và đơn vị hoạt tính của 

pediocin cho thấy trước thời điểm biểu hiện 48h, hoạt tính pediocin không cao. Hay nói cách khác, 

có thể nói lượng pediocin tiết ra môi trường không nhiều, điều này được giải thích do trong khoảng 

thời gian này nấm men đang thích nghi với môi trường và tập trung nguồn methanol cho sự tăng 

trưởng. Sau khi đạt được sự tăng trưởng cần thiết, nấm men bắt đầu biểu hiện pediocin mạnh hơn 

trong khoảng thời gian từ 48 giờ đến 72 giờ. Sau 72 giờ, đường cong tăng trưởng của nấm men 

cho thấy mật số tế bào có xu hướng ổn định cho đến thời điểm 96 giờ. Trong giai đoạn này, bên 

cạnh những tế bào nấm men mới được sinh ra, một số tế bào nấm men đã đến giai đoạn suy thoái 

và chết đi. Các tế bào nấm men chết và giải phóng protease ra môi trường nuôi cấy, protease này 

có thể phân huỷ các protein peptide tái tổ hợp mục tiêu trong quá trình sản xuất protein/peptide tái 

tổ hợp (Jahic, Gustavsson, Jansen, Martinelle, & Enfors, 2003; Zhang, Liu, & Wu, 2007). Điều 

này gợi ý nguyên nhân việc suy giảm hoạt tính kháng khuẩn của peptide pediocin như ghi nhận ở 

Hình 2B. Với các kết quả thu được, chúng tôi bước đầu đưa ra kết luận: nồng độ methanol 1% và 

thời gian 72 giờ là các thông số được chọn và áp dụng trong quá trình biểu hiện để thu nhận được 

pediocin có hoạt tính kháng khuẩn.   

3.2. Khảo sát điều kiện tinh chế pediocin tái tổ hợp 

3.2.1. Đánh giá ảnh hưởng của môi trường BSM đến hiệu quả tinh chế pediocin 

Như đã nói trên, chúng tôi đã thành công trong việc biểu hiện pediocin có hoạt tính từ nấm 

men P. pastoris trên môi trường BSM. Pediocin tái tổ hợp được thu nhận trong môi trường BSM 

sau khi nuôi cấy nấm men. Đây là môi trường được ứng dụng nhiều trong các quy trình lên men 

P. pastoris giúp tăng hiệu quả thu nhận protein mục tiêu (Hellwig & ctg., 2001). Tuy nhiên, BSM 

là môi trường có hàm lượng muối khoáng cao, pediocin được thu nhận trực tiếp trong môi trường 

sau nuôi cấy nấm men, do vậy giả thiết được đặt ra rằng hàm lượng muối trong môi trường có khả 

năng sẽ ảnh hưởng đến hiệu quả tinh chế do sự cạnh tranh bám với các phối tử ion trên pha tĩnh. 

Do vậy, trong thí nghiệm này, ảnh hưởng của môi trường BSM đến hiệu quả tinh chế pediocin đã 

được kiểm tra. Chúng tôi tiến hành tinh chế sơ khơi mẫu biểu hiện với các tốc độ dòng thể tích là 

1 mL/phút, mẫu đã pha loãng với đệm cân bằng A với các tỷ lệ pha loãng lần lượt 02, 03 và 04 

lần. Tốc độ dòng thể tích là 1 mL/phút và dung dịch protein sau khi qua cột (dung dịch F) đã được 

thu nhận để kiểm tra sự hiện diện của pediocin thông qua hoạt tính kháng khuẩn của peptide.  

Chúng tôi đã ghi nhận hoạt tính kháng khuẩn trong dịch qua cột khi không pha loãng mẫu, 

ngược lại, khi pha loãng mẫu 02 - 04 lần, đã không ghi nhận hoạt tính kháng khuẩn. Do vậy, mẫu 

đã được pha loãng 02 lần trong đệm A để nghiên cứu thu nhận pediocin. Sau đó, chúng tôi đã tiến 

hành tinh chế với điều kiện mẫu pha loãng 02 lần, tốc độc dòng cố định 1 mL/phút. Dung dịch 

protein sau khi qua cột (dung dịch F) và dung dịch rửa cột (dung dịch W) đã được thu nhận để 

kiểm tra sự hiện diện của pediocin thông qua hoạt tính kháng khuẩn của peptide này. 
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Hình 3. Tinh chế pediocin từ dịch nuôi cấy trên môi trường BSM 

(A) Kết quả thử hoạt tính các phân đoạn sau tinh chế thu nhận pediocin từ dịch biểu hiện  

môi trường BSM trên chủng chỉ thị L. monocytogenes. S: dịch lên men, F: dịch qua cột,  

W: dịch rửa cột, E: dịch dung giải cột 

(B) Kết quả đánh giá đơn vị hoạt tính phân đoạn dung giải trên chủng chỉ thị L. monocytogenes. 

2n: độ pha loãng bậc 02 của dịch nuôi cấy nấm men. Amp: Chứng dương, ampicillin nồng độ 50 

μg/mL. Đường kính các lỗ thạch là 0.8cm 

Kết quả (Hình 3A) cho thấy dịch nuôi cấy nấm men P. pastoris X33 chứa pediocin tái tổ 

hợp thể hiện hoạt tính kháng vi khuẩn L. monocytogenes ATCC 13932. Sau khi dịch này qua cột 

Hitrap SP-FF 1mL (GE Healthcare), dung dịch qua cột F không thể hiện hoạt tính kháng khuẩn. 

Tương tự như vậy, dịch rửa cột W cũng không cho hoạt tính kháng khuẩn. Kết quả này cho thấy 

pediocin tái tổ hợp đã được bám trên cột tinh chế một cách hiệu quả. Kết quả này cũng chứng tỏ 

môi trường với hàm lượng muối khoáng cao BSM, trong trường hợp này, không ảnh hưởng đến 

hiệu quả bám cột của mẫu tinh chế. Bên cạnh đó, dịch dung giải (E) pediocin tái tổ hợp thể hiện 

hoạt tính kháng khuẩn Listeria với hoạt tính chung là 6,400 AU/mL (Hình 3B).  

3.2.2. Khảo sát tốc độ dòng tối ưu ở cột Hitrap SP-FF 1mL 

Chúng tôi tiến hành nạp mẫu đã pha loãng với đệm cân bằng để độ dẫn diện ≤ 20.2 mS/cm, 

tương ứng với 1.2mg protein tổng nồng độ 40 µg/mL với các tốc độ dòng thể tích lần lượt là 1 

mL/phút; 2 mL/phút; 3 mL/phút và 4 mL/phút, thu các phân đoạn qua cột (Flow through) và dung 

giải với tốc độ 1 mL/phút. 

Kết quả thử hoạt tính kháng khuẩn cho thấy khi tăng tốc độ dòng ở giai đoạn nạp mẫu đến 

tốc độ 4 mL/phút thì xuất hiện hoạt tính kháng khuẩn ở các phân đoạn qua cột (Bảng 1). Như vậy, 

ở tốc độ dòng chảy 4 mL/phút các phân tử peptide mục tiêu chưa đủ thời gian tương tác với các 

phân tử tích điện trên cột, cũng như lực chảy mạnh dẫn đến một số phân tử peptide bám tạm thời 

trên cột với lực tương tác yếu dễ bị rửa trôi ra khỏi cột. 

Bảng 1 

Tóm tắt kết quả tinh chế pediocin ở bốn tốc độ dòng nạp mẫu 

Mẫu* V (mL) P(µg/mL) Pped (%) Mped (μg) Tped (mg) GA (AU/mL) SA (×104 AU/mg) 

S 15 57.60 ± 1.0 - - - 6,400 - 

E1 3.5 51.60 ± 1.3 91.7 165.5 11.0 6,400 13.5 

E2 3.5 53.60 ± 1.6 82.7 155.1 10.3 6,400 14.4 

E3 3.5 61.60 ± 1.4 74.3 160.3 10.7 6,400 14.0 

E4 3.5 59.60 ± 0.9 78.2 163.1 10.9 800 1.7 

*S là mẫu dịch nuôi cấy nấm men trước khi qua cột; E1, E2, E3 và E4 tương ứng là mẫu pediocin dịch dung ly được tinh 

chế ở các điều kiện tốc độ nạp mẫu lần lượt 1; 2; 3 và 4 mL/phút 
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Kết quả trình bày trên Bảng 1 cho thấy, 03 vận tốc nạp mẫu 1 mL/phút; 2 mL/phút và 3 

mL/phút đều cho hoạt tính phân đoạn dung giải cao bằng nhau, đơn vị hoạt tính chung đạt 6,400 

AU/mL, đơn vị hoạt tính riêng 13 - 14 × 104 AU/mg. Trong đó vận tốc nạp mẫu 1 ml/phút (155.9 

cm/h) cho lượng protein thu nhận cao nhất 11.0mg từ 1L dung dịch nuôi cấy; độ tinh sạch cao nhất 

91.7%. Kết quả tinh chế này khả quan hơn so với nghiên cứu của Moon, Pyun, và Kim (2006) khi 

tinh chế pediocin từ tế bào chủ là E. coli M15 (Moon & ctg., 2006); lượng thu được từ 1L dung 

dịch là 0.06mg; đơn vị hoạt tính chung chỉ đạt 3,000 AU/mL và độ tinh sạch không được các tác 

giả đề cập trong công bố. Năm 2005, Beaulieu và cộng sự thu được 74mg pediocin trong 1L dịch 

nuôi cấy (gấp hơn 6.5 lần nghiên cứu này) nhưng pediocin thể hiện ở nhiều kích thước khác nhau 

không đúng 4.6kDa và pediocin không thể hiện hoạt tính kháng khuẩn trên chủng chỉ thị Listeria 

monocytogenes (Beaulieu & ctg., 2005). Từ các kết quả nghiên cứu, quy trình tinh chế từ nấm men 

P. pastoris X33::ped được thiết lập bao gồm (1) pha loãng 02 lần với đệm để độ dẫn điện 

(Conductivity) của mẫu là < 20.2 mS/cm, (2) lượng protein tổng nạp mẫu là 1.2mg, (3) tốc độ 

dòng rửa là 155.9 cm/h và (4) tốc độ dòng dung ly là 155.9 cm/h. 

3.3. Thử nghiệm bảo quản tôm bằng pediocin tái tổ hợp 

Sau khi tinh chế, peptide tái tổ hợp được sử dụng trong thử nghiệm bảo quản tôm. Chúng 

tôi thực hiện nghiệm thức bảo quản tôm bằng dung dịch 60% đệm B (dung dịch dung giải pediocin 

tái tổ hợp) để làm đối chứng. Sau 07 ngày thử nghiệm, tiến hành kiểm tra tổng vi sinh vật hiếu khí 

và thu nhận kết quả như trình bày trên Hình 4. 

 

Hình 4. Kết quả định lượng tổng số vi sinh vật hiếu khí trên tôm được bảo quản bằng pediocin 

sau 07 ngày bằng phương pháp đếm khuẩn lạc. Đối chứng âm: không ngâm tôm trong dung dịch 

pediocin hay dung dịch đệm B. Đệm B: tôm được ngâm trong dung dịch đệm B 

Pediocin trong đệm B: tôm được ngâm trong dung dịch pediocin. ns: không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 

lô tôm ngâm trong đệm B và lô tôm ngâm trong pediocin (p > 0.05) *: có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa lô tôm 

ngâm trong đệm B và lô tôm ngâm trong pediocin (p < 0.05) 

Kết quả thử nghiệm bảo quản cho thấy: tôm bảo quản ở nhiệt độ 4°C không ngâm pediocin 

có lượng tổng số vi sinh vật hiếu khí cao hơn so với mẫu pediocin và mẫu đệm ở tất cả thời điểm 

khảo sát, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p value < 0.05 (two-way ANOVA). Có thể thấy 

rằng việc xử lý tôm với đệm B cũng cho hiệu quả bảo quản tôm. Hiệu quả này có thể do lượng 

muối trong đệm B cao (0.6M NaCl). Tuy nhiên, với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nghiệm 

thức xử lý tôm bằng pediocin và tôm xử lý bằng đệm B cũng khẳng định hiệu quả bảo quản tôm 

của pediocin tái tổ hợp ở 4°C từ ngày 03 đến ngày 07. Mặt khác, thực tế cũng cho thấy các sản 

phẩm bacteriocin thương mại đều phối trộn với muối nhằm tăng hoạt tính bảo quản (Nisin-

Nisaplin, chứa 77.5% NaCl (Jones, Salin, & Williams, 2005)). Đây là kết quả tiền đề cho các 

nghiên cứu sâu hơn nhằm triển khai ứng dụng pediocin trong bảo quản tôm và các hải sản khác. 
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4. Kết luận 

Pediocin PA-1 là bacteriocin có nhiều tiềm năng ứng dụng trong bảo quản thực phẩm. Đặc 

biệt là thực phẩm thường hay bị nhiễm bởi L. monocytogenes như thịt xông khói, xúc xích, nem 

chua, trứng, sữa. Vì vậy, pediocin trở thành chủ đề nghiên cứu thu hút nhiều nhà khoa học trên thế 

giới. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thành công trong việc thu nhận pediocin tái tổ từ nấm 

men P. pastoris X33::ped; đã xây dựng và đề xuất được quy trình tinh chế pediocin từ dịch nuôi 

cấy nấm men với hiệu suất 11.0 mg/L; độ tinh sạch 91.7%. Pediocin tái tổ hợp thu được có hiệu 

quả  bảo quản tôm ở 4°C trong 07 ngày. Các kết quả thực nghiệm này cho thấy tiềm năng sản xuất 

và ứng dụng pediocin tái tổ hợp trong bảo quản thực phẩm. 
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